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ان شوری، یکی از خطرناک ترین عوامل محیطی محدودکننده تولید در گیاه

 اه، های مختلف گیبه واسطه متوقف کردن مکانیسمکه طوریهزراعی است، ب

د. شومین سازد و در نهایت منجر به مرگ آشرایط را برای حیات آن دشوار می

های مقاومتی به تنش در مسیرهای مختلف به جهت ایجاد پاسخ اهژن

های باشند. ژن رمزدهنده پروتئینفیزیولوژیکی دارای اهمیت فراوان می

Chromodomain Helicase DNA (PICKLE, PKL از این قبیل )

کی کند. مطالعه ژنتیی عامل مقاومت را تنظیم میهاژنکه بیان سایر  باشدمی

ی ، به عنوان یک منبع ژنتیکAeluropus littoralisهالوفیت  ها دررونوشت

راهم وری فای را برای بهبود ژنتیکی گیاهان حساس به شبسیار با ارزش، زمینه

های کند. از این رو در مطالعه حاضر، خصوصیات بیوشیمیایی، دومینمی

یه موجود در ناح cisعملکردی، روابط فیلوژنتیکی، و نیز عناصر تنظیمی 

ایج ند. نتی شدهای بیوانفورماتیکی بررسروموتر توالی کاندید با استفاده از روشپ

رایط شهای عامل مقاومت به در مکانیسم احتمالاًنشان دادند که ژن مذکور 

وضوع، منماید. برای بررسی بیشتر این محرک محیطی نقش مهمی را ایفا می

ری به یکاورمال، تنش شوری و آزمون بیان ژن کاندید نیز، در پاسخ به شرایط نر

تایج حاصل از بررسی تعداد نانجام پذیرفت.  qReal-Time PCR روش

ژن مورد نظر، تحت شرایط تنش شوری و ریکاوری  mRNAهای رونوشت

د. بنابراین ، نیز تاییدکننده این مطلب بوA. littoralisهای مختلف گیاه در بافت

 تواند اطلاعاتدر گیاهان می PKLانجام مطالعات بیشتر در زمینه ژن 

 ورد.آهای پاسخ به تنش فراهم ارزشمندی را جهت درک هرچه بیشتر مکانیسم

 

، PKL، ژن عامل مقاومت، Aeluropus littoralis های کلیدی:واژه

 .qReal-Time PCRتنش شوری، 

 

Salinity is considered as a perilous environmental stress 

reducing crop yields, which makes the plant survive 

difficult via stopping the various mechanisms of it, 

eventually leading to death. Genes are the momentous 

factors in multiple physiological pathways regarding to 

their involvements in stress responses. The gene 

encoding for Chromodomain Helicase DNA protein 

(PICKLE, PKL) is one of them, which regulates the 

other stress-responsive genes transcriptions under 

unfavorable conditions. Transcripts assay in halophyte 

Aeluropus littoralis, as a valuable genetic resource, will 

provide the inspiring information for sensitive crops 

improvement. Therefore, biochemical properties, 

functional domains, phylogenetic analysis and 

promoter cis-elements were investigated in this study, 

suggesting that this gene may play the critical roles in 

dealing with stimulus circumstances. Expression 

profiling of AlPKL in coping with salinity and recovery 

situations in A. littoralis shoot and root tissues through 

the qReal-Time PCR technique was also revealed high 

transcript magnitudes of this gene. Hence, further 

studies on PKL genes in multiple plant species can 

provide precious information for better understanding 

of stress endurance mechanisms. 

 
Keywords: Aeluropus littoralis, stress-responsive 

genes, PKL, salinity, qReal-Time PCR. 

 

گیاه  به شرایط تنش شوری و ریکاوری در در پاسخ AlPKLبررسی خصوصیات و بیان ژن 

 Aeluropus littoralisشور زیست 
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 مقدمه
ید بسیاری از جمله تول هایچالشبا کشاورزی جهان 

ال سمیلیاردی تا  3/2مواد غذايی، برای يک جمعیت 
، اين (Fischer et al., 2009)، مواجه است 2050

ات در حالی است که تولید محصولات زراعی به مواز
 ، دريینتقاضا برای آن، افزايش نیافته است. تولید پا

بت های غیر زيستی مختلف نسبیشتر موارد به تنش
نیا به های غیر زيستی در سراسر دد. تنششومیداده 

 عنوان بزرگترين محدوديت برای تولید محصول به
کاهش  %50بیش از  کهطوریبهروند، شمار می

ت ی غیر زنده اسهاتنشعملکرد، نتیجه مستقیم 
(Munns & Tester, 2008). که غلات از آنجايی

منبع مهم  برای جمعیت جهان جزو غذای اصلی و
 م بهروند، تولید غلات مقاوشمار میکربوهیدرات به

یت ی خشکی و شوری، برای دستیابی به امنهاتنش
 غذايی در آينده، بسیار حائز اهمیت است.

تنش شوری، يکی از خطرناک ترين عوامل 
محیطی محدودکننده تولید در گیاهان زراعی است. 

هان در بیشتر موارد، اثرات منفی شوری در گیا
نسبت داده  Cl-و  Na+های مختلف، به افزايش يون

ها به واسطه متوقف شده است، بنابراين اين يون
های مختلف گیاه، شرايط را برای کردن مکانیسم

 ,Munns & Tester)سازند حیات آن دشوار می

. شوری در سطوح بالا ممکن است باعث (2008
ی، تغییر در آسیب به غشاء، عدم تعادل در مواد مغذ

اختلالات  های رشد، مهار آنزيمی وکنندهسطوح تنظیم
متابولیکی شود، که در نهايت منجر به مرگ گیاه 

امروزه  .(Hasanuzzaman et al., 2012) شودمی
های مدرن، محققان را قادر ساخته ها و تکنیکروش

های ، در پاسخ به تنشهاژنتا به بررسی بیان 
به جهت  هاژنمختلف از جمله شوری بپردازند. اين 

های مقاومتی به تنش در مسیرهای مختلف ايجاد پاسخ
باشند. ژن فیزيولوژيکی، دارای اهمیت فراوان می

 Chromodomain Helicaseهای رمزدهنده پروتئین

DNA (CHD)  که تحت عنوانPICKLE (PKL )
باشد که سطوح بیان از اين دست میشود، شناخته می

 Perruc et)کند ی عامل مقاومت را تنظیم میهاژن

al., 2007).  تسهیل ژن در راستای نمايی از فعالیت اين
، ی عامل مقاومت به تنشهاژنفرآيند رونويسی از ساير 

 نشان داده شده است. 1در شکل 

 

 
ی عامل مقاومت به تنش. اين ژن تحت شرايط هاژنسازی ساير در راستای فعال PICKLE. نمايی شماتیکی از فعالیت ژن 1شکل 

کننده رونويسی های فعالها در کروماتین، زمینه را برای اتصال پروتئینختار نوکلئوزومبواسطه ايجاد برخی تغییرات در سا احتمالاًمحرک 

ی محیطی هاتنشی عامل مقاومت به هاژننتیجه موجب تسهیل رونويسی و بیان  هدف فراهم، و در DNAبه نواحی چسبنده 

اسايی توالی هدف نیست، و در نتیجه ژن پاسخگو به کننده قادر به شن( فعالpickle)ايجاد موتانت  PICKLEگردد. در غیاب ژن می

ژن  DNAها در دهنده نوکلئوزومهای خاکستری نشاندهنده نواحی چسبنده، و استوانهگردد. خطوط قرمز رنگ نشانتنش فعال نمی

 .(Köhler & Aichinger, 2010)باشند هدف می
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 ، از خانوادهCHD (PKL)های ینپروتئ
واسطه باز هکه ب هستند SNF2 های تنظیمیپروتئین

های کروماتین موجب تسهیل فرآيند کردن رشته
، شوندرونويسی جهت ايجاد پاسخ به شرايط محرک می

ی پاسخگو هاژن یان سايرب یمرا در تنظ ینقش مهمو 
 ,.Perruc et al) کنندیم يفاا ی محیطیهاتنشبه 

 یدوپسیسترده در آرابطور گسبه PKLی هاژن .(2007
 ینه ايندر زم یاطلاعات اندک ند، اماامطالعه شده

مطالعات  یرخد. بوجود دار یاهانگ ساير در هاتئینپرو
پاسخگو به  یهاژن ر تنظیم بیاند PKL نقش یانگرب

از  يسیرونو تنظیممثال  یها هستند. براهورمون
، (ARF9 و ARF7  مانند) ینپاسخگو به اکس یهاژن

. (Fukaki et al., 2006) تسا  PKLژن یانب مندیازن
يی، هوا یدر طول رشد اندام ها،  PKLينعلاوه بر ا

پاسخگو به  یهاژن یانب تنظیمموجب  بسته به نیاز گیاه
 ,.Furuta et al) شودیمیبرلین و جیتوکینین س

ژن موجب سرکوب  ينتنش نور، ا یط .(2011
 ينو از ا ،در لوکوس هدف شده  H3k27me3یستونه

د کنیم یلاز ژن مورد نظر را تسه يسیرونو يقطر
(Jing et al., 2013). 

يک هالوفیت  Aeluropus littoralisگیاه 
 4Cچندساله ريزوم دار تک لپه با سیستم فتوسنتزی 

های بسیار شور و مناطق در خاک ، که معمولاًدباشمی
. اين گیاه (Gulzar et al., 2003)کند خشک رشد می

( Mb 342ها دارای ژنوم کوچک )همانند ساير گرامینه
 ,.Zouari et al)باشد کروموزوم می 2n=2x=14با 

بدلیل توانايی تحمل سطوح بالای شوری،  و (2007
. دباشقادر به زنده ماندن در مقادير بسیار زياد نمک می

ی عامل هاژنهای حاصل از مطالعه ژنتیکی رونوشت
مقاومت در هالوفیت آلوروپوس زمینه را برای بهبود 

کند. ژنتیکی گیاهان حساس به شوری فراهم می
و آگاهی از  آلوروپوس از خانواده گرامینه است

تواند ی کلیدی دخیل، میهاژنهای مقاومت و مکانیسم
برای اصلاح و مهندسی ژنتیک ساير اعضای اين 

 خانواده مثل ذرت، گندم، جو و برنج بسیار مفید باشد.

ژن  ESTاز اهداف مطالعه حاضر بررسی توالی 
AlPKL  درAeluropus littoralis شناسايی ،

فیلوژنتیکی، و نیز  های عملکردی، روابطموتیف
موجود در ناحیه پروموتر، و  cisعناصر تنظیمی 

و  mRNAهای همچنین بررسی تعداد رونوشت
به شرايط مختلف با میزان پاسخگويی اين ژن 

 باشد.می qRT-PCRاستفاده از تکنیک 
 

 هامواد و روش
 آنالیز همولوژی و شناسایی توالی همولوگ

آلوروپوس  در AlPKLمربوط به ژن  ESTتوالی 
(JK671232 از پايگاه داده )NCBI دست آمد و هب

بمنظور يافتن نزديک ترين ژن  BLASTجستجوی 
 Phytozomeهای همولوگ با استفاده از پايگاه

(Goodstein et al., 2011)  وNCBI (Altschul 

et al., 1997)  صورت پذيرفت. تاکنون هیچ
های اسید نوکلئیکی و ديتابیسی برای شناسايی توالی

پروتئینی در گیاه آلوروپوس ثبت نگرديده است، 
بنابراين در چنین مواقعی آنالیزهای بر مبنای تشابه 

باشند؛ بدين ترتیب بسیار قابل تعمیم و راهگشا می
( و پروتئین XM-008660981.1) CDSتوالی 

(659203.1008XP_ )PKL  همولوگ در ذرت
(Zea mays ًکه دارای حدودا ،) تشابه با توالی  %90

باشد، از پايگاه متناظر در گیاه آلوروپوس می
Phytozome  استخراج شده و برای ادامه آنالیزهای

 بیوانفورماتیکی مورد استفاده قرار گرفت.
 

های مکانیابی پروتئین، آنالیز ساختاری ژن، دمین

 و روابط فیلوژنتیکی عملکردی

با استفاده از آنالیز  PKLيابی سلولی پروتئین مکان
PSORT (Horton et al., 2007) ،گرديد.  انجام

ژن  9نیز در  PKLبررسی نواحی اگزون و اينترون 
 CDSهمولوگ و با استفاده از مقايسه توالی ژنومی و 

صورت  GSDS (Hu et al., 2014)وسیله ابزار هب
 پذيرفت.
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، PKLهای پروتئینی حفاظت شده در توالی دمین
 InterProScan (Quevillon etبا استفاده از ابزار 

al., 2005) های شناسايی و از طريق پايگاهPfam  و
SMART منظور بررسی هتائید و تکمیل گرديدند. ب

های حذف/اضافه در میزان حفاظت شدگی و پديده
ای مربوط به يکی از اين پروتئین، توالی اسید آمینه

پروتئین همولوگ شناسايی و با  9ها در تعداد دومین
 ,.Clustal W (Chenna et alاستفاده از برنامه 

مورد آزمون همرديفی قرار گرفته و سپس با  (2003
 WebLogo3 (Crooks et al., 2004)استفاده از 

 به نمايش درآمدند.
های در گونه PKLی هاژنروابط تکاملی میان 

پروتئینی حاصل از  هایمختلف گیاهی نیز، بکمک توالی
آنها بررسی شد و در نتیجه درخت فیلوژنتیکی با استفاده 

بر  MEGA 6.0 (Tamura et al., 2013)افزار از نرم
( رسم گرديد. NJ) Neighbor-Joiningمبنای روش 

 بار 1000 از پس روش اين در bootstrapشاخص 
  pairwise gap deletionتکرار و تحت حالت

 گرديد. مشخص
 
 بینی تغییرات پس از ترجمهپیش

منظور برآورد ه، بPKLتوالی اسید آمینه مربوط به 
سیون، پنج تغییر اصلی پس از ترجمه شامل: فسفوريلا

S- نیتروزيلاسیون، يوبیکوئیتیناسیون، سیومويلاسیون
گلیکوزيلاسیون مورد بررسی قرار گرفت. نواحی -Nو 

، در سه ناحیه اصلی PKLفسفوريله شده در پروتئین 
( و تیروزين T(، سرئونین )Sاسید آمینه های سرين )

(Y با استفاده از سرور )NetPhos 3.1  (Blom et 

al., 2004)  90و در سطح اختصاصی بیش از% 
نیتروزيلاسیون از طريق -Sشناسايی گرديد. مناطق 

و  iSNO-AAPair (Xu et al., 2013)سرور 
 highم پارامتر مورد نظر بر روی حالت تنظی

threshold يوبیکوئیتیناسیون  مشخص گرديد. تغییرات
و سیومويلاسیون نیز به ترتیب با استفاده از سرور 

UbPred (Radivojac et al., 2010) افزار و نرم

GPS-SUMO (Zhao et al., 2014)  در سطوح
بینی گرديدند. اسید داری متوسط و بالا، پیشمعنی
ی هاژنشده )آمید نیتروگلیکوزيله-Nهای آمینه

کمک همربوط به اسید آمینه آسپاراژين(، در نهايت ب
 Glycosylation prediction (et Blomسرور 

al., 2004) .بررسی شدند 
 

موجود در ناحیه  cisشناسایی عناصر تنظیمی 

 پروموتر ژن کاندید

در  UTR-′5بالا دست منطقه  bp 2000ناحیه 
، AlPKL( برای ZmPKLترين ژن همولوگ )نزديک

به عنوان ناحیه پروموتر در نظر گرفته شد و از پايگاه 
استخراج گرديد. در ادامه، عناصر  Phytozomeداده 

پاسخگو به تنش موجود در اين توالی  cisتنظیمی 
بهمراه تعداد و عملکرد آنها با استفاده از ديتابیس 

PlantCARE (Lescot et al., 2002)  مورد
 جستجو قرار گرفت.

 
 موادگیاهی و اعمال تنش تهیه

از استان  Aeluropus littoralisبذور گیاه هالوفیت 
اصفهان تهیه گرديد. پس از ضدعفونی کردن ابتدا 

 & MS (Murashige  2/1بذرها در محیط کشت 

Skoog, 1962)  آگار  %7/0سوکروز و  %3همراه با
ساعت روشنايی با  16کشت داده شدند و در شرايط 

در گلخانه پرورش يافتند. پس از گذشت  25±1دمای 
 5/0ها به محیط هیدروپونیک هوگلند هفته گیاهچه 4

ماه به دنبال  2پس از  منتقل گرديدند. 1و سپس 
. ها، تنش شوری اعمال گرديداستقرار کامل گیاهچه

 مولار نمکمیلی 600برای اين منظور از غلظت 
NaCl برداری به صورت استفاده شد و نمونهtime 

course  :ساعت  24ساعت،  6در هفت زمان به شرح
ساعت  24ساعت،  6و يک هفته پس از تنش، و نیز 

و يک هفته پس از ريکاوری و حذف تنش، از 
دون های بی برگ و ريشه انجام گرديد. نمونههابافت

 تنش نیز به عنوان نمونه کنترل در نظر گرفته شدند.
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 cDNAسنتز و  RNA  استخراج

ی برگ و ريشه هابافتکل از  RNA جاستخرا
گیاهان کنترل و دارای تنش با استفاده از روش 

 ,Invitrogen) کیت دستورالعمل اساس ترايزول و بر

USA) یحذف آلودگ بمنظورو  گرفت صورت DNA 
 I DNase یمارت ی،استخراج یاهRNAاز  یژنوم

(ThermoFisher Scientific) ، پذيرفت.انجام 
با به ترتیب  RNA یفیت نمونه هایو ک یتکمسپس 

الکتروفورز و  یوفتومترراسپکتهای استفاده از روش
میکرولیتر از  1گیری شدند. اندازه %2/1ژل آگارز 

RNA سنتز رشته اول های تیمار شده برایcDNA ،
 QuantiTect reverseه از کیت رونويسی با استفاد

(Qiagen, Germany)  مطابق دستورالعمل شرکت
 در مصرف زمان تاو نمونه حاصل  استفاده شدسازنده 

 .گرديد نگهداری سلسیوس درجه -20

 
و آزمون بیان ژن با استفاده از  طراحی پرایمر

 Real-Time PCRتکنیک 

ا توجه به ، بPKLپرايمرهای اختصاصی برای تکثیر ژن 
شده توالی اين ژن در ساير گیاهان هم نواحی حفاظت

طراحی شدند  OLIGOافزار خانواده و با استفاده از نرم
با روش آنالیز  (. اختصاصی بودن پرايمرها نیز1)جدول 

 ی هاژن منحنی ذوب بررسی شد. علاوه بر اين،
actin-β و )a1Ef( a-1Elongation factor   که

نمو  مختلف مراحل الا درپايداری بیان بل دلیهبمعمولاً 
ه قرار استفاد مورددار عنوان ژن خانههدر گیاهان ب و تنش

ترتیب هب(دو ژن رفرنس داخلی  عنوانبهنیز  ،گیرندمی
ی برگ و هابافتهای بیانی در برای نرمال کردن داده

 پرايمرهای مناسب برای در نظر گرفته شده و ريشه(،
  .(1)جدول د ها تهیه گشتنآن

 Maximaمنظور بررسی میزان رونويسی، از به 

SYBR Green/ROX qPCR Master Mix .
(Thermo Scientific) طی يک چرخه دمايی دو ،

های ژن از ای استفاده شد تا میزان رونوشتمرحله
گیری شود اندازه CFX96 Real-Time PCRطريق 

(Bio-Rad, Californiaبه .)ی منظور آنالیز منحن
در يک دمای ذوب از  PCRهای تفکیک، تمام واکنش

°C 55  تا°C 95  ،قرار گرفته و میزان فلوئورسنس
ژن مورد  یانحاصل از ب يجنتاگیری شد. پیوسته اندازه

 یستماز س هها و با استفادپلات ینظر، پس از بررس
 یبرای صورت نمودار، بهBIO-RADيکلر ترموسا

ا ببیان ژن  یز. آناليدرسم گرد يشهبرگ و ر یهابافت
Schmittgen ) صورت گرفت  Ct∆∆-2 روش استفاده از

& Livak, 2008)،  یهاژن هدف نسبت به ژنو 
 شرايط تحت یانب یزانمه و در نهايت شد نرمال رفرنس

 ت.گش يسهکنترل مقا یمارمختلف، با ت
 

 و بحثنتایج 
 شناسایی و تعیین خصوصیات توالی کاندید

و  NCBIهای در پايگاه BLASTنتايج جستجوی 
Phytozome با استفاده از توالی ،EST  مربوط به

AlPKL ، بیش از نمايانگر همولوژی قابل توجه 
 Brachypodium distachyonبا  80%

(XP_003564199.1 ،)Oryza sativa 
(AAL47211.1 ،)Dichanthelium 

oligosanthes (OEL16204.1 و )Setaria 

italica (XP_004964666.1 و بیش از ،)با  %70
Panicum hallii (PAN25447.1 ،)Aegilops 

tauschii (XP_020196633.1 ،)Sorghum 

bicolor (XP_021305333.1 و )Oryza 

brachyantha (XP_015694099.1.بود )  علاوه بر
 ( نیز در%90 تقريباً) بسیار قابل توجهاين، تشابه 

ZmPKL (XP_008659203.1 مشاهده شد؛ که )
-XM) ترين ژن همولوگنزديک عنوانبه

بود. بر اساس نتايج  AlPKL( برای 008660981.1
حاصل از مکانیابی پروتئین کانديد با استفاده از پايگاه 

PSORT حاصل از ترجمه اين مشخص شد که پروتئین
 رکز است. بررسی وجود سیگنالدر هسته متم توالی غالباً

 هایپپتیدها، ترکیب اسیدهای آمینه و همچنین موتیف
 بر اين مطلب بود. گواه PKLعملکردی در پروتئین 
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 qRT-PCRبا استفاده از روش  Aeluropus littoralisدر  PKLتوالی پرايمرهای طراحی شده جهت استفاده در آزمون بیان ژن  .1جدول 

Tm (°C) 
 صولطول مح

 )جفت باز(
 توالی پرايمرها )رفت و برگشت(

´3 ´ 5   
 نام ژن کد دسترسی

63 146 AGGGGTATGCTGAACTTGT JK671232 AlPKL 
CACCTTCGCCTCAATCAA 

59 113 TGCTGGCCGAGACCTTAC AB181991 β-actin 
GGCGAGCTTTTCCTTGATG 

65 90 ACCTTCTCTGAATACCCTCCTCTG M90077 Ef1a 
CTTCTCCACACTCTTGATGACTCC 

 
اينترون با استفاده از برنامه -بررسی ساختار اگزون

GSDS  نشان داد که توالیCDS  ژنPKL  بواسطه
صورت منقطع درآمده هها بتعداد مختلفی از اينترون

 29اگزون )و  30طور کلی ه(. ب2است )شکل 
های همولوگ شناسايی شد؛ به اينترون( در تمام گونه

 O. brachyanthaو  O. sativaهای ای گونهاستثن
 اينترون در آنها يافت شد  28اگزون و  29که 

های در گونه هاژن(. مقايسات میان ساختار 2)شکل 
دهد که افزايش و يا کاهش تعداد و مختلف نشان می

در طول فرايند تکامل رخ  ها معمولاً طول اگزون
مختلفی  به صور هاژن، و در نتیجه عملکرد دهدمی

. بررسی ساختار (Hu et al., 2014)نمايد بروز می
های مختلف اطلاعات ارزشمندی را در گونه هاژن

پاسخ به  ها دربینی نقش احتمالی آنبرای پیش
های گیاهی فراهم ی مختلف در ساير گونههاتنش
. با توجه به شباهت (Hu et al., 2014)آورد می

مولوگ، و ی ههاژنشده میان  بینیپیشقابل توجه 
 شده آنها همچنین ساختار ژنی بسیار حفاظت

در پاسخ به شرايط  هاژنتوان گفت که اين می
از يک مکانیسم و استراتژی مشترک  احتمالاًمحرک 

توان اذعان داشت که با کنند؛ بنابر اين میاستفاده می
توجه به درصد همولوژی بسیار بالا و شباهت 

های کانديد، ونهدر گ PKLی هاژنساختاری میان 
AlPKL  دارای ساختار  احتمالاًدر گیاه آلوروپوس نیز

 (، 2های همولوگ بوده )شکل ژنی مشابه با گونه
 ی محیطی هاتنشی پاسخگو به هاژنو در زمره 

 قرار دارد.

شده و عملکردهای های حفاظتبررسی دومین

 .بیولوژیکی

، InterProScanهای طبق نتايج حاصل از پايگاه
Pfam  وSMART های ساختاری و عملکردی دومین

وجود دارد که بسیار  PKLبسیار مهمی در پروتئین 
(. نخستین دومین 2کنند )جدول اختصاصی عمل می

باشد که نقش می zinc fingerمربوط به ساختارهای 
های مختلف بسیار شايان توجهی در اتصال به مولکول

DNA ،RNA پروتئین و لیپید دارد ،(Gamsjaeger 

et al., 2007)ها دارای عملکردهای . اين دومین
اختصاصی مختلفی از قبیل تنظیم رونويسی و بیان 

دهی اسکلت سلولی، توسعه اپیتلیال، سازمان، هاژن
فولدينگ پروتئین و بازيابی ساختارهای کروماتین 

. علاوه بر اين (Gamsjaeger et al., 2007) باشندمی
های ساختاری در مطابق گزارشات مختلف، اين دومین

ی محیطی از قبیل خشکی و هاتنشايجاد مقاومت به 
 ;Yazdani et al., 2015)باشند شوری دخیل می

Zhou et al., 2015)شده ديگر تحت . دومین شناسايی
 Chromo (Chrromatin Organizationوان عن

Modifier نیز يک دومین ساختاری با توالی حدود ،)
باشد، که نقش مهمی در ايجاد ساختار اسید آمینه می 60

ای دارد. نتايج فشرده هتروکروماتین از کروماتین رشته
دهد که اين دومین دارای ساختاری نشان می

لفا هلیکس شده شامل سه رشته بتا و يک آحفاظت
، که در شرايط نامساعد محیطی موجب باشدمی

شود ی پاسخگو به تنش میهاژنتعديل بیان ساير 
(Hu et al., 2013). 
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. برای اين منظور از مقايسه توالی Aeluropus littoralisهای خويشاوند برای و مقايسه آن در برخی گونه PKL. ساختار ژن 2شکل 

CDS .و ژنومی استفاده شد 
 

 PKLشده در توالی پروتئینی بینیهای ساختاری و عملکردی پیش. دومین2جدول 
 لکردعم موقعیت اسید آمینه شماره دسترسی نام دومین

Zinc finger IPR001965 104-31 
99-57 
101-55 
98-58 

ها و فرايند ترجمه، تاشدگی پروتئین، اتصال سلولی، در تنظیم رونويسی از ژن
 بازيابی کروماتین و ... دخیل است.

Chromo domain IPR000953 173-70 
183-103 
155-119 
247-189 
257-197 
247-198 

ار بالا که موجب تغییر فرم کروماتین هسته به ای با حفاظت شدگی بسیناحیه
 شود.های پاسخگو به تنش میهتروکروماتین و در نهايت تنظیم بیان ژن

SNF2 N-terminal 
domain 

IPR000330 580-302  در فرايندهای مختلفی از قبیل تنظیم رونويسی، بازسازیDNA  و باز کردن
 باشد.های کروماتین دخیل میرشته

Helicase C-
terminal domain 

IPR001650 767-607 عنوان يک ای نوکلئیک اسید بههای دو رشتهطی فرآيند جداسازی مولکول
 کنند.کاتالیزور وابسته به انرژی نقش آفرينی می

DUF IPR009462 897-833 
1045-928 

باشند، اما مطالعات بیانگر فعال شامل چندين دومین با عملکرد ناشناخته می
 باشند.ها طی شرايط خاص مانند کمبود مواد غذايی میشدن آن

 
 موجود در ناحیه  SNF2دومین اختصاصی 

N-terminal  پروتئینPKL در فرآيندهای سلولی ،
 Hu et) هاژنمختلفی از جمله تنظیم رونويسی از 

al., 2013)  دخیل، و دارای ساختاری با حفاظت
پروتئین  C-terminalباشد. در ناحیه شدگی بالا می

شناسايی شد که  helicaseشده نیز دومین حفاظت
های دارای فعالیت هلیکازی يافت در پروتئین عموماً

و موجب  (Caruthers et al., 2000)شود می
ای نوکلئیک اسید و تسهیل باز شدن مولکول دو رشته
شود. اما در میان در نتیجه فرآيند رونويسی می
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شده، دومینی با عملکرد های شناسايیدومین
 DUF (Domain ofناشناخته، تحت عنوان 

Unknown Function نیز شناسايی شد؛ مطالعات )
ين شامل چند DUFهای بیانگر اين است که دومین

باشند و در شرايط نرمال دومین يوکاريوتی می
دهند، محیطی عملکرد بخصوصی از خود نشان نمی

اما تحت شرايط محرک محیطی با اتصال به مولکول 
DNA  موجب تحريک فرآيندهای سازگاری، مانند

، (Häuser et al., 2012)ها کاهش بیوسنتز پروتئین
شوند. بدين ترتیب با توجه به عملکرد دومین های می

توان گفت شناسايی شده در توالی پروتئین کانديد، می
در گیاه آلوروپوس طی شرايط نامساعد  PKLکه ژن 

باشد، چراکه با های مهمی میمحیطی دارای نقش
شده به های پروتئینی شناسايیاتصال دومین

ديل بسیاری موجب تنظیم و تع DNAهای مولکول
ی پاسخگو به هاژناز عملکردهای سلولی در ساير 

 .(Hu et al., 2013)شود تنش می
های پديده شدگی ومنظور بررسی میزان حفاظتهب

، دمین PKLاحتمالی حذف/اضافه در توالی پروتئین 
SNF2 های که مشخصه بارز پروتئینPKL  است

(Hu et al., 2013) پروتئین  9، با استفاده از توالی
همولوگ مورد آزمون همرديفی قرار گرفت و میزان 

صورت گرافیکی به نمايش هحفاظت شدگی آن ب
 (.3درآمد )شکل 

دست آمده حاکی از تشابه بسیار بالای توالی نتايج به
PKL های مختلف بود. اگرچه در برخی نواحی در گونه

شد، اما هیچگونه پديده های متفاوت مشاهده اسید آمینه
ای در طول فرايند تکاملی اين ژن در حذف و اضافه

(. اين 3های مختلف گیاهی رخ نداده است )شکل گونه
مسئله احتمالاً بیانگر اهمیت اين ژن در طول تکامل 

های باشد، چرا که رخداد جهشهای گیاهی میگونه
حذف و يا اضافه در نوکلئوتیدها موجب تغییرات قابل 

ها شده و در نتیجه توجهی در ساختار و عملکرد پروتئین
عنوان صفتی نامطلوب طی فرآيند تکامل بروز به

. بررسی توالی اين (Tamura et al., 2013)نمايد می

در گیاه آلوروپوس  PKLدومین اختصاصی در پروتئین 
های همولوگ نشان داد که با و مقايسه آن با ساير گونه

های مختلف از يکديگر در طول وجود اشتقاق اين گونه
ها به های متفاوت، توالی دومین عملکردی در آنزمان

باشد شده میمیزان بسیار قابل توجهی حفاظت
عنوان را به PKLتوان ژن (؛ بنابراين احتمالاً می3ل)شک

گزينه مناسبی برای انجام مطالعات تکاملی و 
های ناشی از فیلوژنتیکی معرفی کرد، چراکه ناهنجاری

های رمزدهنده برای های حذف/اضافه در کدونجهش
 .(Tamura et al., 2013)اين پروتئین رخ نداده است 

 
 PKLهای بررسی روابط فیلوژنتیکی ژن

در  PKLهای منظور بررسی روابط تکاملی میان ژنبه
بر مبنای توالی  های گیاهی، درخت فیلوژنتیکیگونه

 MEGAافزار در نرم NJپروتئینی و با استفاده از روش 

 31رسم شد که به دو زير مجموعه دو لپه )با  6.0
(. 4عضو( تقسیم شد )شکل  14عضو( و تک لپه )با 

مطابق نتايج حاصله تشابه بسیار بالايی میان پروتئین 
PKL های در آلوروپوس و ذرت مشاهده شد. پروتئین

SbPKL  ،از گیاه سورگومDoPKL  از گیاه 
D. oligosanthes ،SiPKL ( در ارزنS. italica و )

PhPKL  درP. hallii  نیز در فواصل بسیار نزديکی از
هم بر روی درخت فیلوژنتیکی قرار گرفتند، که احتمالًا 

ها از بیانگر عملکرد ژنی مشترک و اشتقاق اين گونه
ه طول کوتاه باشد. با توجه بيک نیای مشترک می

ها در درخت های منشعب شده میان اين گونهشاخه
های اخیر توان گفت که اين اشتقاق احتمالاً در سالمی

. اين در حالی (Tamura et al., 2013)رخ داده است 
 Aeluropusهای است که اشتقاق ژنتیکی میان گونه

littoralis  وAnanas comosus ،Elaeis 

guineensis  وPhoenix dactylifera  با وجود
(، احتمالاً در 2قرارگیری آنها در يک زيرمجموعه )گروه 

داده است، که با در نظر گرفتن  های دورتری رخسال
 Tamura et)باشد پديده تکامل ژنتیکی قابل درک می

al., 2013). 
 
 

 



 21 ... ط تنش شوریدر پاسخ به شراي AlPKLبررسی خصوصیات و بیان ژن فرجی و همکاران:  

 

 

 

 

 
های شدگی و همچنین بروز احتمالی پديدهمنظور بررسی میزان حفاظتهب PKLهای . مقايسه توالی اسید آمینه پروتئین3شکل 

 های کانديد.حذف/اضافه در طول پديده تکاملی در گونه
 
 

 

 
 

 

 
 

 
 

 

 
 

 

 PKLبررسی تغییرات پس از ترجمه پروتئین 

عوامل  عنوانبه، هاتغییرات پس از ترجمه در پروتئین
های بسیار ضروری برای تنظیم و تعديل مکانیسم

 ,.Blom et al)باشند رشد و پاسخ به تنش مطرح می

. در مطالعه حاضر، وقوع پنج تغییر اصلی پس (2004
(. 3بررسی شد )جدول  PKLاز ترجمه در پروتئین 

بینی نواحی فسفريله شده در اين پروتئین بیانگر پیش
موقعیت(  27توزيع بیشتر آن در ناحیه اسید آمینه سرين )

یون در اسید فسفريلاس مورد 1و  5که تنها بود، در حالی
ترتیب تیروزين و سرئونین رخ داد. ههای بآمینه
ناحیه  2نیتروزيلاسیون نیز -Sهای بینی مکانپیش

را نمايان  PKLپروتئین  426و  146های در موقعیت
تغییر يوبیکوئیتیناسیون  5و  7ساخت. همچنین 

 PKLترتیب با درصد اطمینان متوسط و بالا در هب
ناحیه در  5ان داد که شناسايی شد. نتايج نش

، متحمل 1071و  839، 526، 370، 179های موقعیت
ناحیه در  3اند، و همچنین تغییر سیومويلاسیون شده

های چسبنده به نواحی سیومويلاسیون در موتیف
و  189-193، 108-112ای های اسید آمینهموقعیت

در تثبیت  احتمالاً، نیز شناسايی شدند، که 698-694
باشند ای سلولی پاسخ به تنش دخیل میهمکانیسم

(Zhao et al., 2014)های . از آنجايیکه واکنش
گلیکوزيلاسیون در تنظیم خصوصیات فیزيکوشیمیايی 

 ,.Blom et al)ثر هستند ؤها مو بیولوژيکی پروتئین

، تغییرات گلیکوزيلاسیون در پروتئین کانديد (2004
 Nاسید آمینه  18بررسی و مشخص شد که 

های مختلف )مطابق جدول )آسپاراژين( در موقعیت
 اند.لیکوزيله شده( گ3

تمامی اين تغییرات بمنظور تنظیم صحیح پروتئین 
PKL  در شرايط مختلف رشدی و محیطی صورت

. در میان انواع (Blom et al., 2004)گرفته است 
 تغییرات پس از ترجمه، يوبیکوئیتیناسیون، 

S- نیتروزيلاسیون و فسفريلاسیون بیشتر از سايرين
مورد توجه قرار دارند، زيرا دخالت آنها در تنظیم بیان 

ی محیطی به اثبات هاتنشی پاسخگو به هاژن
 . سیستم(Guerra et al., 2015)رسیده است 

يکی از  عنوانبه( UPSپروتئازوم يوبیکوئیتین )
مسیرهای سلولی بسیار مهم در ايجاد سازگاری با 
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 Radivojac)کند ی غیر زنده ايفای نقش میهاتنش

et al., 2010) ناحیه يوبیکوئیتیناسیون در  12. وجود
در  UPSر بیانگر دخالت مسی احتمالاً PKLپروتئین 

تنظیم بیان ژن تحت شرايط تنش است. سیگنالینگ 
نیتريک اکسید نیز در طول شرايط تنش زای محیطی 

نیتروزيلاسیون در سلول رخ -Sبواسطه واکنش های 
. واکنش فسفريلاسیون (Xu et al., 2013)دهد می
در  تنشهای نیز برای انتقال سیگنال هاپروتئیندر 

باشد های گیاهی بسیار حائز اهمیت میسلول
(Guerra et al., 2015) و با توجه به وجود بیش از ،

نقش اين  PKLناحیه فسفريله شده در پروتئین  30
گردد. بنابراين ژن در تنظیم پاسخ به تنش آشکار می

نظیمات و تغییرات خاص صورت گرفته با توجه به ت
در هالوفیت  AlPKLدر پروتئین کانديد، 

Aeluropus littoralis ًتواند در زمره می احتمالا
 ی پاسخگو به تنش قرار گیرد.هاژن

 

 
لف گیاهی. درخت ی مختهاگونههای اسید آمینه در با استفاده از آنالیز تکاملی توالی PKLی هاژن. بررسی روابط فیلوژنتیکی 4شکل 

 رسم شد. bootstrapتکرار  1000با استفاده از  neighbor-joiningو بر مبنای روش  MEGA 6.0افزار فیلوژنتیکی با استفاده از نرم
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 PKL تغییرات پس از ترجمه در توالی پروتئین .3جدول 
نیتروزيلاسیون- 1فسفريلاسیون S سیومويلاسیون 2يوبیکوئیتیناسیون N-ونگلیکوزيلاسی 

12 S LRVRSERRP 
23 S ALDESDDDL 
121 S PREDSSSTE 
122 S REDSSSTEP 
123 S EDSSSTEPR 

128 S TEPRSKKME 
154 Y SEKEYSEAA 
185 S EAERSGEDI 
205 S RILASRKNL 

255 S RRKKSGDKG 
271 S QFKESPTFL 
389 S KKKSSPSNE 
391 S KSSPSNEDK 
398 S DKKQSRIRF 
602 S LLDSSGKMQ 
729 S YRLVSRGTI 
732 T VSRGTIEER 
774 S IRYGSKELF 
809 S DGDESVEDE 
829 Y ANFEYIDEA 
883 S KGKRSRKQM 
899 S IHDLSSEDE 
900 S HDLSSEDED 
905 Y EDEDYSLED 
906 S DEDYSLEDD 
912 S EDDISDNDT 
923 S QGNISGKRG 
930 S RGQYSKRKS 
934 S SKRKSRNVD 
988 S LKGKSVEEI 

1012 Y NDSDYFSDG 
1035 S IANISLIEE 

1145 Y SMSHYKEIQ 

146 IKWKGLSYIHCSWVSEKEYSE 
426 SSILKNIEWECLVVDEGHRLK 

*35 

**37 

**54 

*63 

498* 

820* 
823* 

834* 

**839 

**845 

**870 

*885 

108-112 PLTEMERILDIEVLEAPRE 
179 RRQKEAMKIEAERSG 

189 - 193 AERSGEDIVAIRPEWTTVD 
370 ASRDIIRKYEFYYPK 
526 VMKELPPKKELILRV 

694 - 698 NLATADTVIIYDSDWNPHA 
839 EAKAQAEKEEARRKA 
1071 LSGGRIWKAEHDLLL 

87 
231 
246 
354 
413 
566 
669 
760 
914 
921 
956 
1008 
1033 
1055 
1099 
1123 
1126 
1138 

1 :S ،سرين :T ،سرئونین :Yتیروزين : 
 : سطوح اطمینان *: متوسط، و **: بالا2

 
 نشپاسخگو به ت cisشناسایی عناصر تنظیمی 

، هاژنموجود در توالی پروموتر  cisعناصر تنظیمی 
 RNAهای نواحی چسبنده برای آنزيم عنوانبه

باشند، پلیمراز و فاکتورهای رونويسی مطرح می
ی مختلف را در شرايط خاص هاژندرنتیجه بیان 

 ,.Lescot et al)نمايند رشدی و محیطی کنترل می

. مطابق نتايج بررسی توالی پروموتر ژن (2002
دهنده پاسخ cisنوع از عناصر  ZmPKL ،16همولوگ 

به شرايط محرک محیطی در اين ناحیه يافت شدند 
)پاسخ به  MBS(؛ که برخی از آنها عبارتند از 4)جدول 

پاسخ دفاعی در ) TC-rich repeatsتنش خشکی(، 
 (.پاسخ به تنش گرمايی) HSE و( برابر تنش

دهنده به علاوه بر اين، برخی عناصر پاسخ
)پاسخ به  GARE-motifها، از جمله هورمون

)پاسخ به اسید آبسیزيک( و  ABREجیبرلین(، 
TGA-element  پاسخ به اکسین(، نیز در اين ناحیه(

 cisشناسايی شدند. بدين ترتیب با توجه به عناصر 
توان اذعان داشت لی پروموتر میشناسايی شده در توا

نقشی اساسی در ايجاد مقاومت  AlPKL احتمالاً که 
کند به شرايط محرک محیطی در آلوروپوس ايفا می

(Perruc et al., 2007). 
 

در پاسخ به شرایط  AlPKLپروفایل بیانی ژن 

ی هابافتمختلف شوری و ریکاوری در 

Aeluropus littoralis. 

 يکتنها ی، مرحله ذوب ژن مورد بررس یزآنال یجهدر نت
دستاورد  ينذوب مشخص حاصل شد. ا یبا دما یکپ
ه مورد استفاد یتک محصوله بودن آغازگرها یانگرب
 ژن مورد نظر رخ یاختصاص یرغ یرتکث در واقع باشد.یم

 وعن ينکه معرف ا یاضاف یکگونه پ یچنداد، چرا که ه
 .الف(-5)شکل  مشاهده نشد ،است یرتکث

 ژن ينا یانب یزانساعت پس از اعمال تنش م 6
ید )شکل رس نمونه کنترلبرابر  5/3به  در بافت برگی

در  یانب یزانساعت پس از تنش، م 24. ب(-5
 برابر افزايش داشت و تا 3 تقريباً مقايسه با کنترل 

یان قابل . بثابت بود یان همچنان، ببعدهفته  يک
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دوم  يکاوری، در تیمارر يطشرا طی PKL ژن توجه
-5برابر کنترل، مشاهده شد )شکل  2آن و با میزان 
ساعت پس از اعمال  6 نیز، های ريشهب(. در نمونه

های ری در میزان رونوشتبراب 5/2افزايشی تنش 
AlPKL مشاهده شد  تیمار کنترل در مقايسه با
يکاوری نیز ر يطدر شرا یانمقدار ب .ب(-5)شکل 

ساعت پس  6که  یبترت ينقابل توجه بود، به ا بسیار
برابر  3به  يکنزد يشیافزا PKL یانب يکاوریاز ر

میزان رونويسی از ژن  .نمايان ساخت تیمار کنترل را

يکاوری هفته پس از ر و يک ساعت 24مذکور در 
 يشافزا برابر نمونه کنترل 7و  5/2 تقريباً نیز، به 

در بافت  PKLت. با توجه به نتايج حاصل، ژن ياف
يک  عنوانبهتواند می احتمالاًبرگ گیاه آلوروپوس 

ژن پاسخگو به تنش شوری و عامل مقاومت مطرح 
. شايان ذکر است که (Zouari et al., 2007)شود 

با استفاده از  تمالاًاحاين ژن در بافت ريشه نیز 
زای محیطی پاسخ مکانیسم متفاوتی به شرايط تنش

 دهد. می
 

 PKLعامل پاسخ به تنش در توالی پروموتر ژن  cis . عناصر تنظیمی4جدول 
 تعداد توالی عملکرد فاکتور تنظیمی

AE-box دخیل در ايجاد پاسخ به نور AGAAACAA 3 
ELI-box3 دهنده به تنشفاکتور پاسخ AAACCAATT 1 

GARE-motif دخیل در ايجاد پاسخ به هورمون جیبرلین TCTGTTG 5 
MBS دهنده به تنش خشکیفاکتور پاسخ TAACTG 3 
ARE هوازیدخیل در ايجاد پاسخ به شرايط تحريک بی TGGTTT 1 

TCT-motif دهنده به نورعامل پاسخ TCTTAC 1 
CCAAT-box  عامل اتصال به فاکتور رونويسیMYBHv1 برای ايجاد پاسخ دفاعی در برابر تنش CAACGG 2 

TC-rich  
repeats دخیل در ايجاد پاسخ دفاعی و عامل مقاومت در برابر تنش ATTCTCTAAC 1 
ABRE عامل پاسخ به هورمون اسید آبسیزيک TACGTGTC 3 

CGTCA-motif عامل پاسخ به هورمون متیل جاسمونات CGTCA 4 
HSE نش گرمايیعامل پاسخ به ت AAAAAATTTC 1 

TGA-element عامل پاسخ به هورمون اکسین TGACGTAA 4 
G-Box دهنده به نورعامل پاسخ CACGTG 4 

Sp1 دهنده به نورعامل پاسخ CC(G/A)CCC 3 
TCT-motif دهنده به نورعامل پاسخ TCTTAC 1 

TGACG-motif عامل پاسخ به هورمون متیل جاسمونات TGACG 4 

 

 
مشخص نشان  ذوب یبا دما یکپ يکتنها ، Aeluropus littoralisدر هالوفیت  AlPKLمرحله ذوب ژن  یزآنال یجهنت)الف(  .5 کلش

 mM 600در پاسخ به دو شرايط تنش شوری ) AlPKLبیان نسبی ژن  )ب( است. ژن یاختصاص یرغ یرتکثداد، که بیانگر عدم وجود 

NaCl و ريکاوری، با استفاده از روش )Ct∆∆-2. 
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Furuta et al. (2011)  نشان دادند که
 یهاکنندهیمعنوان تنظبه CHD یهاینپروتئ

 یهايندفرآ و هاژن یانب ینهدر زم ی،مهم یکیژنتیاپ
 PKLی هاژن .کنندیرشد و پاسخ به تنش عمل م

ی پاسخگو به تنش هاژن یان سايرب تعديلموجب 
 یان اين. ضرورت ب(Fukaki et al., 2006) دنشویم
    یهاژنیان بتنظیم به منظور  یدوپسیس،در آراب نژ

ABI3 و ABI5 در پاسخ به تنشABA  ، از  یحاکنیز
ه بود یبه تنش اسمز اسخپ يجاددر ا ژن يندخالت ا

 یحاصل از بررس يجنتا .(Perruc et al., 2007)است 
موضوع بود.  ينبر ا يیدیتا یزن در آلوروپوس  PKLیانب

ژن  ينا یانب یزانبر م یچرا که با اعمال تنش شور
 یاهدر گ PKL که فتتوان گیدر واقع م .افزوده شد

تنش است  يطکننده شراکنترل یهاژنآلوروپوس، جزء 
ی پاسخگو هاژنساير  یانب يک و تنظیمو موجب تحر

 يادیز تا حد یاهگ یاتح و بدين ترتیب شودیم به تنش
 .(Perruc et al., 2007) گرددیحفظ م

 

 گیرینتیجه

های حاصل از آنالیزهای بیوانفورماتیکی مطابق يافته
در  احتمالاًگرفت که ژن مذکور  توان نتیجهمی

های پاسخ به شرايط محرک نقش مهمی را مکانیسم
های نمايد. نتايج حاصل از بررسی تعداد رونوشتايفا می

mRNA  ژن مورد نظر، تحت شرايط تنش شوری و
 Aeluropusی مختلف گیاه هابافتريکاوری در 

littoralisنیز تايیدکننده اين مطلب بود. با توجه به ، 
مطالعات صورت گرفته در زمینه گیاه آلوروپوس، 

ای مناسب برای گونه عنوانبهاين هالوفیت را  توانمی
و پروموترهای عامل مقاومت به  هاژنجداسازی 

 ی متعدد محیطی در نظر گرفت.هاتنش
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